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研究不同的气体成分包装牡蛎 (充空气为对照，MAs，50% CO2:50% N2，
70%CO2:30% O2 和 50% CO2:50% O2) 4°C 冷藏过程中微生物的变化。采用聚合酶
链式反应-变性梯度凝胶电泳(PCR-DGGE)分析牡蛎鳃部细菌微生物群的多样性，




































1 Bacterial microbiota profile in gills of modified atmosphere-packaged oysters  
As filter-feeding bivalves, oysters can accumulate microorganisms into their gills, 
causing spoilage and potential safety issues. This study aims to investigate the changes 
in the gill microbiota of oysters packed under air and modified atmospheres (MAs, 50% 
CO2: 50% N2, 70% CO2: 30% O2, and 50% CO2: 50% O2) during storage at 4 °C. The 
diversity of bacterial microbiota in oyster gills was profiled through polymerase chain 
reaction- denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) analysis on the 16S 
rRNA gene V3 region to describe the variation during the entire storage period. The 
DGGE profile revealed high bacterial diversity in the air- and MA-packaged oyster gills, 
and the spoilage bacterial microbiota varied in the MA-packaged oyster gills. Results 
indicated that CO2:O2 (70%:30%) was suitable for oyster MA packaging and that high 
bacterial loads in oyster gills need to be considered during storage. In addition, 
Lactobacillus and Lactococcus species were found to grow dominantly in fresh oyster 
gills under MA packaging, which supports the potential application of MA packaging 
for oyster storage.  
 
2 Optimization of spray-dried oyster cooking liquor for powder 
Abstract: The process of dried oyster produced a large amount of byproducts of cooking 
liquor. In order to employ the seasoning powder, the oyster cooking liquor was 
spray-dried after enzymatic hydrolysis and concentration. On the basis of single factor 
study, the following response face method was used to optimize the parameters of inlet 
temperature, atomization pressure and total solid content. Results showed that the 
optimizing parameters of spray-dried oyster cooking liquor for powder were: feeding 
liquor temperature 60℃ , inlet temperature 196℃ , total solid content 32%, and 
atomization pressure 98MPa. The dried powder of yield efficiency was 64.74% and 
water content was 3.8% under this spray-drying condition. This result can provide the 
reference for high-valued application of oyster cooking liquor. 
 
3 The processing of oyster peptide powder and Traceability system’s information based 
on HACCP system 













and other pathogens, shellfish toxin, and environmental chemical pollutants in the 
processing from oyster peptide powder was analyzed. Critical control points of the 
oyster receiving, enzyme hydrolysis, concentration, sterilization, sealing, and metal 
detecting were identified. Traceability system’s information was subsequently 
confirmed for the safety of oyster peptide producing. The HACCP activated the 
effective monitoring and ultimately guarantee the quality and safety of oyster hydrolytic 
peptide powder. 
 
Key words: Oyster, MAs, DGGE, HACCP, microbiota, Peptide powder, seasoning 

























1 牡蛎保鲜机制与加工技术研究综述 ............................................................................ 1 
1.1 前言 .................................................................................................................... 1 
1.2 牡蛎保鲜研究进展 ............................................................................................ 1 
1.3 牡蛎微生物腐败研究进展 ................................................................................ 2 
1.4 牡蛎加工关键技术研究及存在问题 ................................................................. 3 
2 气调包装对牡蛎鳃部品质及菌群研究 ....................................................................... 5 
2.1 前言 .................................................................................................................... 5 
2.2 材料与方法 ........................................................................................................ 6 
2.2.1 牡蛎样品 .................................................................................................. 6 
2.2.2 气调包装和贮藏 ...................................................................................... 6 
2.2.3 微生物和 pH 值测定 ............................................................................... 6 
2.2.4 感官评分 .................................................................................................. 7 
2.2.5 菌群基因组总 DNA 提取 ....................................................................... 7 
2.2.6 PCR 扩增 ................................................................................................... 8 
2.2.7 变性梯度凝胶电泳 .................................................................................. 9 
2.2.8 条带扩增与测序 ...................................................................................... 9 
2.3 结果与分析 ........................................................................................................ 9 
2.3.1 pH 值变化 ................................................................................................. 9 
2.3.2 微生物数量变化 .................................................................................... 10 
2.3.3 感官分析 ................................................................................................ 10 
2.3.4 DGGE 分析 ............................................................................................. 12 
2.4 讨论 .................................................................................................................. 13 
3 牡蛎蒸煮液喷雾干燥制蚝粉工艺优化研究 ............................................................. 20 
3.1 前言 .................................................................................................................. 20 
3.2 材料与方法 ....................................................................................................... 21 
3.2.1 材料与试剂 ............................................................................................ 21 
3.2.2 仪器与设备 ............................................................................................ 21 













3.3 结果与分析 ...................................................................................................... 23 
3.3.1 单因素试验结果 ..................................................................................... 23 
3.3.2 响应面优化试验结果 ............................................................................ 25 
3.4 结论 ................................................................................................................... 28 
4 牡蛎肽粉生产安全体系及溯源信息的确定 ............................................................. 29 
4.1 前言 ................................................................................................................... 29 
4.2 研究方法与工艺流程 ...................................................................................... 29 
4.2.1 研究方法 ................................................................................................. 29 
4.2.2 工艺流程 ................................................................................................. 30 
4.3 HACCP 体系在牡蛎肽粉生产中的应用 ......................................................... 30 
4.3.1 危害分析 ................................................................................................ 30 
4.3.2 关键控制点的确定 ................................................................................ 39 
4.3.3 完成牡蛎肽粉 HACCP 计划表 ............................................................. 39 
4.4 牡蛎肽粉安全生产可追溯系统溯源信息的确定 .......................................... 39 
4.4.1 内部溯源信息的确定 ............................................................................. 39 
4.4.2 外部溯源信息的确定 ............................................................................. 40 
4.5 结论 .................................................................................................................. 40 
5 一种牡蛎休闲食品的加工方法 ................................................................................. 42 
5.1 前言 ................................................................................................................... 42 
5.2 发明内容 ........................................................................................................... 43 
5.3 具体实施方式 ................................................................................................... 44 
参考文献 ......................................................................................................................... 46 
致 谢 ............................................................................................................................... 52 
博士生期间发表的学术论文，专著 ............................................................................. 53 
博士后期间发表的学术论文，专著 ............................................................................. 54 
个 人 简 历 ................................................................................................................... 55 

















量达到 389万吨(Chen et al., 2014)，牡蛎是福建省大宗特色水产品，每年产量
约占全国产量 1/3~1/2(陈慧斌 et al., 2009)。牡蛎是我国养殖的主要经济贝类
之一， 福建省是中国最大的牡蛎养殖区，2009 年全省牡蛎养殖面积 3.5 万公顷，
占全省海水养殖面积的 26.4%，占贝类养殖面积 50.9%；产量达到 145 万 t，居全
国首位，占全省海水养殖产量的 49.5%，占贝类养殖产量的 68.2%，2012 年牡蛎产
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含浸出物，体表被覆多种黏液，有利于微生物大量繁殖，给牡蛎的食用品质和安
全性造成影响。为控制牡蛎中的微生物，近年来的抑菌保鲜方法也呈现多样化，
主要有微冻(曹荣 et al., 2010)、超高压处理(Cruz-Romero et al., 2008)、臭氧处理
(Chen et al., 2014)、臭氧结合涂膜处理(Cao et al., 2010)、气调包装(曹荣 et al., 2009)
和天然保鲜剂保鲜(Bunruk et al., 2013; Xi et al., 2012)。除了以上方法外，早期牡蛎
保鲜技术还包括离子水处理法、辐照法、化学保鲜剂、涂膜等方法。所有的抑菌
保鲜方法都结合低温进行贮藏，因为低温可抑制肠杆菌的生长，降低菌落总数，












兰氏阴性菌，最常见的菌属为 Shewanella，Vibrio和 Psychrobacter(Prapaiwong et al., 
2009) ；超高压 处理 牡蛎经 2 °C 冷藏 28 d 菌群组成主 要 为 Bacillus, 
Acinetobacter/Moraxella 和 Lactic acid bacteria(Linton et al., 2003)；壳聚糖处理后结
合冷藏，贮藏终点的优势菌为 Vibrionaceae 和 Pseudomonas(Cao, Xue and Liu, 2009; 
Cao, Xue, Liu et al., 2009)；气调包装牡蛎贮藏终点菌群则以革兰氏阳性菌为主，
CO2/N2 和 CO2/N2/O2组的优势菌分别为 Lactic acid bacteria 和 Corynebacterium，
其他细菌主要包括 photobacterium，Micrococcus 和 Staphylococcus (曹荣 et al., 
2009)。 
目前，对牡蛎排除鳃部以外的其他组织部位的菌群已有一些研究，如养殖牡
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的主要部位，摄食时会富集大量微生物，开壳后容易大量繁殖，前期研究表明牡
蛎鳃部菌群在贮藏期间会发生明显的结构变化（Journal of the Science of Food and 
Agriculture, 2013）(Chen et al., 2013)。Wang 等(Wang, Zhang et al., 2014)在





















含锌 47 mg。Achour 等(Achour et al., 1997)己证实长牡蛎抽提物(JCOE)具有抗氧化、
增强机体免疫活性、放射增敏的作用。Lee T. G.也从长牡蛎中分离到两种具有抗
HIV-蛋白酶活性的多肽(Lee and Maruyama, 1998)。于娅等(于娅 et al., 2004)研究相
对分子质量在一定范围内的短肽对 ACE 具有较好的抑制作用，质量浓度为
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2 气调包装对牡蛎鳃部品质及菌群研究 
2.1 前言 
      牡蛎是重要的海洋资源，具有很高的营养价值。据统计，中国的牡蛎年消
费量达到 389 万吨(Chen et al., 2014)，其中有一半以上是新鲜销售。作为滤食性软
体动物，牡蛎过滤环境中的水而获得食物，并在鳃和消化腺并中积累大量的微生
物(Chen et al., 2013; Wang, Zhang et al., 2014)。这些微生物可在后续进一步的加工
过程中导致腐败(Chen et al., 2013; La Valley et al., 2009; Zurel et al., 2011)。因此，了
解牡蛎的微生物分布是提高食品安全性的关键。 
新鲜牡蛎的细菌多样性和菌群落结构与季节(Parveen et al., 2008)，海水温度
(Gonzalez-Acosta et al., 2006; Shen et al., 2009)，和生活环境(Azandégbé et al., 2012; 
Chávez et al., 2005; Shen et al., 2009)等因素有关。牡蛎组织中的细菌分布取决于组
织部位，不同的细菌在不同的牡蛎组织中大量生长，如腺、肠、胃、鳃(Chávez et al., 
2005; King et al., 2012; La Valley et al., 2009; Wang, Liu et al., 2014)。此外，菌群多
样性中的优势腐败菌群会因后续加工处理和存储方法发生改变(Chen et al., 2013; 
Cruz-Romero et al., 2008; Fernandez‐Piquer et al., 2012)。前人对牡蛎腐败的研究，
特别是整个牡蛎的腐败主要通过培养和非培养的方法(Cao, Xue and Liu, 2009; 
Cruz-Romero et al., 2008; Fernandez‐Piquer et al., 2012; Wood and Arias, 2015)。研
究发现牡蛎鳃部的微生物多样性和数量高于其他组织(Chen et al., 2013; Wang, Liu 
et al., 2014)。一直以来，我们对牡蛎鳃部和其腐败菌群之间的关联知之甚少，直到
最近， Chen et al. (Chen et al., 2013)等人的研究表明，贮藏温度可改变牡蛎鳃部主
导腐败菌群。因此，必须对鳃部的微生物群落和动态进行分析和控制，因为鳃部
具有有很高的过滤和积累微生物的能力。 
    在所有的保鲜方法中，气调保鲜（MA）是常用而且有效的方法，其主要通过
抑制微生物的生长和减少与和贝类产品品质变化而有效延长海产品的货架期
(Caglak et al., 2008; Parlapani et al., 2015; Simoes et al., 2015; Soccol and Oetterer, 
2003). 有研究表明，气调包装使用高 CO2 气体成分可以有效抑制微生物的生长和
氧化的发生(Sivertsvik et al., 2002). 与普通包装相比，MA 包装能使贝类的货架期
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       已有多种方法被应用到牡蛎的微生物多样性研究。PCR-DGGE 技术是一种
先进的、被广泛认可的分子技术，该方法可根据不同序列片段和长度分开不同微
生物的 DNA 来检测微生物的多样性(Nicolaisen and Ramsing, 2002)。本研究利用
PCR-DGGE 监测在贮藏过程中 MA 包装对牡蛎微生物菌群结构和动态变化控制的
效果。并结合微生物计数、感官评分和 pH 值测定来说明牡蛎品质的变化。研究结






蛎随机分成 5 组。 
2.2.2 气调包装和贮藏  
牡蛎样品单层放置于托盘中，托盘为 50mL 高密度聚乙烯半硬质托盘(O2 穿透
率为 0.056 mL/(m2·d·atm), CO2 穿透率为 0.23 mL/(m
2
·d·atm),  0 °C, 0% 湿度)，托
盘使用前用 UV 紫外线消毒 20min，然后每盘放置 30 个牡蛎。 接着将托盘放置到
自动气调包装机中(MAP380, 德顺, 张家港) ，包装机先抽真空然后充入预混气体 
(气体成分分别为 50% CO2: 50% N2，70% CO2: 30% O2 和 50% CO2: 50% O2 3 组)。
封口膜为 35 μm 聚丙烯膜 (O2 穿透率为  0.025 mL/(m
2
·d·atm)，CO2 穿透率
为 0.102 mL/ (m2·d·atm)，0 °C，0% 湿度，使用前用紫外线消毒 20min)。是包装内
部充气后处于内部正压状态，对照先抽真空，然后充入过滤无菌空气。所有组别
经包装后置于 4 ± 1 °C 贮藏，0, 4, 8, 12,16 取样进行菌群测定。 
2.2.3 微生物和 pH 值测定 
微生物和 pH 每 2d 取样测定，每次取样做三次重复。取牡蛎鳃部样品 5g，在
无菌袋中加入 45mL 的去离子水(pH 7.0)，并进行均质处理 1min，用 pH 计(PHS-3C; 
Rex Instrument Factory, Shanghai, China)测定牡蛎鳃部组织的 pH 值。测定三次取平
均值。 
牡蛎鳃部菌落总数采用有氧平板菌落计数（APC）法进行计数。在无菌条件
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浆，制成 1:10 的稀释度，取 1 mL 稀释液进一步用 10 倍梯度稀释，选择 3 个合适
的梯度，取各稀释液 100 μL 涂布于含 2.5% NaCl 的营养琼脂平板培养基中，每个
稀释度做 3 个平板，重复 3 次，在 30℃的恒温培养箱中倒置培养 48 h 后计数，选
取菌落数 30~300 之间的平板进行计数，单位 cfu/g。记录 3 次平行测定的均值。 
2.2.4 感官评分 
感官分析毎两天进行一次，评价参考 Cao 等(Cao et al., 2010)方法。评分由 6
名经过训练的评价员组成感官评定小组，分别对牡蛎的气味、肉体色泽、粘液外
观和组织进行综合评定打分，评价的指标和描述见表 2-1，评分者对四项指标进行
评分，每项为 3 分，总的评分为四项评分指标的累计值，取 6 人评分的平均值得
到鲜度分值。评分分值从 0-12，当鲜度分值高于 6 分时为可接受，低于 6 分为不
可接受。 
表 1 牡蛎品质评定表（分） 
Table1 Freshness grade guide for oyster 
感官评分 气味 肉体色泽 粘液外观 组织 






















2.2.5 菌群基因组总 DNA 提取 
牡蛎鳃部细菌基因组DNA提取参照前人方法饼做适当修改(Chen et al., 2013)。
无菌条件从空气包装，气调包装样品中取 3 g 牡蛎鳃部组织，加入 10 mL 无菌水
均质 3min，悬浮液 100×g 离心机(Biofuge Fresco; Kendro Laboratory Products, 
Langenselbold, Germany)离心 5 min，移出上清液，在沉淀中加入 30mL 的无菌水，
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液取沉淀进行细菌总 DNA 提取。细菌基因组提取才用组织 DNA 试剂盒提取细菌
总 DNA（QIAGEN，Hilden，德国），提取步骤按照说明书进行操作。提取后的
DNA 溶解在 TE 缓冲并于−20°C 储存。 
2.2.6 PCR 扩增 
PCR 扩增采用巢式 PCR 扩增，先扩增 16S rDNA PCR 扩增，然后扩增其 V3
区，16S rDNA PCR 扩增用通用引物对 1492（R）（5’- GGT TAC CTT GTT ACG 
ACTT-3’）和 8-27（F）（5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’） (Baer et al., 2004) 
进行，引物由上海生物工程有限公司合成。 
反应体系：模板 1.6 μL，引物 F8-27(10 μmol/L) 2 μL，引物 R1492(10 μmol/L) 2 μL，
Taq 酶，25 μL，补 ddH2O 总体积 50 μL。 
反应程序： 
94 ℃预变性       5 min 
94 ℃变性         1 min     
55 ℃  退火        1 min    循环 35 次 
72 ℃  延伸        1.5 min     
最后延伸 72 ℃      10 min 
电泳采用 1.5%的琼脂糖凝胶检测并拍照。 
V3 区为高可变区，可用于突变检测。以回收细菌 16S rDNA 片段为模板，对
V3 区进行 PCR 扩增，扩增片段长度约为 230bp，采用引物对正向引物 338f (5′-CC 
TAC GGG AGG CAG CAG-3′) 5′端带 40 GC 夹子 (5′-CGC CCG CCG CGC GCG 
GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G-3′和反向引物 518r (5′-ATT ACC 
GCG GCT GCT GG-3′)(Muyzer et al., 1993)进行扩增，引物由上海生物工程有限公
司合成。16S 扩增产物稀释 100 倍作为 V3 区扩增模板。16S V3 带夹子采用 Takara 
Taq 酶。 
反应体系（总体积 50 μL）：5 μL 10×PCR Buffer，4 μL dNTP，3 μL25 mmol/L 
MgCl2，2 μL 模板，1.6 μL 引物 F338-GC(10 μmol/L)，1.6 μL 引物 R518(10 μmol/L)，
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